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Identification|] activity and function determination of several salivary 


enzymes secreted by Macrosiphum avenae 

GUO Guang-Xi[] LIU Yong [| YANG Jing-Juan[] MA Xiang-Zhen[] College of Plant Protection[] Shandong 
Agricultural University[] Tai” an[] Shandong 271018[] Chinal ] 

Abstract| | Parafilm method was adopted for feeding the third instar nymphs of Macrosiphum avenae on two 
liquid dietd] 20% sucrose and redistilled water]. Their saliva after feeding for 24 h was collected and assayed 
identifying salivary enzymes and determining their activities. The results showed that pectinase[] polyphenol 
oxidase and cellulase were identified in 20% sucrose dietl | cellulase was identified in redistilled water diet] | 
peroxidase was not identified in both diets. The activities of pectinase[] polyphenol oxidase and cellulase 
secreted into 20% sucrose diet by 30 aphids were 2.59 x 10 ^ U/g[] 7 x 107? U/g and 7.89 x 10 ^ U/gl] 
respectively[] and cellulase activity secreted into redistilled water diet by 30 aphids was 3.68 x 10 ^ U/g. In 
the behavioral response test[] the predator Coccinella septempunctata and parasitoid Aphidius avenae of M. 
avenae showed much preference for the volatiles in wheat seedlings treated by pectinase. It was so concluded 
that pectinase secreted by M. avenae play an important role in wheat plant indirect defense induced by aphid 
feeding. 
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2.1.1 过 氧化 物 酶 : 按照 上 述 方法 ,在 芒 糖 介质 提 
取 液 中 ,观察 30 min ,溶液 的 颜色 没 显示 出 浅 红 棕 
色 , 仍 为 原来 的 底 色 (白色 ) ,表明 蔗糖 介质 提取 液 中 
无 过 氧化 物 酶 ; 在 水 介质 提取 液 中 ,观察 30 min, YA 
液 的 颜色 也 无 任何 变化 ,表明 水 介质 提取 液 中 也 不 
含有 过 氧化 物 酶 。 

2.1.2 REM: 以 蔗糖 介质 提取 液 为 试验 对 象 时 ， 
在 pH6.4 条 件 下 ,通过 0.01% 钉 红 染 色 后 , 胶 状 食 
料 上 面 出 现 粉 红色 斑点 ,表明 蔗糖 介质 提取 液 中 含 

有 村 胶 酯 酶 (图 1:A); 在 pH5.0 条 件 下 ,通过 
0.01% FARE , 胶 状 食料 上 面 出 现 无 色 的 旱 圈 ， 
表明 蚜虫 唾液 中 含有 多 聚 半 乳糖 醛 酸 酶 (图 1:B)。 
因此 , 琴 糖 介质 提取 液 中 含有 多 聚 半 乳糖 醛 酸 酶 和 
RAER; 以 水 介质 提取 液 为 试验 对 象 时 ,在 胶 状 
食料 的 上 表面 只 有 麦 长 管 蚜 取 食 后 留 下 的 红 点 痕 
迹 , 没 有 粉红 色 斑 点 和 无 色 的 尝 圈 ， Be 质 提 


取 液 中 不 含有 这 2 种 酶 (图 2: A,B). 
2.1.3 多 酚 氧 化 酶 : 在 多 巴 底 物 存在 下 , 含 莽 糖 的 
RE 
点 ,表明 蔗糖 介质 提取 液 中 含有 多 酚 氧 化 酶 (图 1: 
0); 在 多 巴 底 物 存在 下 ,只 含水 的 胶 状 食料 上 表面 
颜色 无 任何 变化 ,表明 在 水 介质 提取 液 中 不 含有 多 
酚 氧 化 酶 (图 2: C). 
2.1.4 FERK: 以 蔗糖 介质 提取 液 为 试验 对 象 
时 , 待 蚜虫 取 食 后 ,把 胶 状 食料 取出 经 刚果 红 染 色 
后 , 胶 状 食料 上 表面 出 现 了 红色 斑点 现象 (白色 背 
A) ,表明 蔗 精 介质 提取 液 中 含有 纤维 素 酶 (图 1: 
D): 以 水 介质 提取 液 为 试验 对 象 时 ,食料 胶 状 物 经 
刚果 红 染 色 后 ,在 白色 背景 下 ,食料 上 表面 也 出 现 了 
红色 斑点 现象 ,表明 水 介质 提取 液 中 也 含有 纤维 素 
酶 (图 2: D)o 





图 1 BEEN rp BS m d E 
Fig. 1 Identification of salivary enzymes secreted by Macrosiphum avenae in sucrose solution 
A: 红色 斑点 表明 提取 液 中 含有 果 胶 酯 酶 Red spots indicate the activity of pectinesterase; B: Jc (5,4 fal A HAE Gg rp o m BR oe PLB BE BENI Non- 
staining halos indicate the activity of polygalacturonase; C: 7 É P BEE PUR P A & Bt SUE RE Black spots indicate the presence of polyphenol oxidase; 
D: 红色 圆 点 表明 提取 液 中 含有 纤维 素 酶 Red spots indicated the activity of cellulase. 


2.2 麦 长 管 蚜 唾液 中 酶 的 活力 

2.2.1 有 果 胶 酶 活力 : 对 照 消 耗 掉 Na,S, O, 25.35 mL, 
试 样 消耗 掉 Na,S,O, 8.65 mL。 经 计算 ,100 pL 蔗糖 
提取 液 中 果 胶 酶 活力 为 2.59 x 10^? Use, BN AE 30 头 
蚜虫 所 分 泌 的 果 胶 酶 活力 为 2.59x10- U/lg。 
2.2.2 多 酚 氧 化 酶 活力 : 由 图 3 可 知 , 直 线 的 斜率 
为 0.007, 则 100 pL 芒 糖 提取 液 中 多 酚 氧 化 酶 活力 
H 7x107? U/g。 即 每 30 头 蚜 虫 所 分 泌 的 多 酚 氧 化 
酶 活力 为 7x10-”U/g。 


2.2.3 纤维 素 酶 活力 : 由 葡萄 糖 标准 曲线 (y = 


2.7912x, R^ =0.9908) 得 知 纤维 素 酶 标准 酶 活力 为 
4.17 x 10 U/g; 纤维 素 酶 标准 品 酶 活力 与 酶 解 透明 
圈 直 径 的 关系 见 表 1; 琼脂 扩散 法 标准 曲线 如 图 4。 
经 测定 ,在 加 样 孔 中 加 入 水 介质 提取 液 时 , 酶 解 圈 的 
直径 为 (0.85+0.038) cem( 图 5:A), 则 水 介质 提取 液 
中 纤维 素 酶 活力 为 3.68 x 10^? U/g; 在 加 样 孔 中 加 
信奉 糖 提取 液 时 , 酶 解 圈 的 直径 为 (0.97 + 0.07) em 
(图 5:B), 则 纤维 素 酶 活力 为 7.89 x 10 ^ U/g。 即 每 
30 头 麦 长 管 蚜 以 重 蒸 水 作为 食料 时 ,所 分 泌 纤 维 素 
酶 活力 为 3.68 x 10” U/g; TEE TIE COT SURE BR PE OV 
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食料 时 ,所 分 泌 纤 维 素 酶 活力 为 7.89 x 107? U/go 





图 2 水 介质 提取 液 中 酶 类 的 鉴定 
Fig. 2 Identification of salivary enzymes secreted by Macrosiphum avenae in redistilled water 


A, B, C: 无 颜色 变化 No color had changed; D: 红色 圆 点 表明 提取 液 中 含有 纤维 素 酶 Red spots indicate the activity of cellulase. 
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图 3 多 酚 氧 化 酶 活力 在 2 min 内 的 变化 
Fig. 3 Change of the activity of polyphenol oxidase in 


Macrosiphum avenae saliva within 2 minutes 


表 1 纤维 素 酶 标准 品 酶 活力 与 酶 解 透明 圈 直 径 
Table 1 Activity of pure cellulase and the diameter 
of hydrolyzing area 


酶 活性 Enzyme activity (U/g) lgU 直径 Diameter (cm) 


10.43 1.02 || 2.21 
2.085 0.319 1.78 
0.417 | - 0.380 1.46 
0.0834 - 1.079 1.25 
0.0166 - 1.780 Wr 
0.00334 - 2.477 0.97 


2.3 唾液 酶 处 理 麦 苗 对 天 敌 行 为 反应 的 影响 
“YY 型 嗅觉 仪 测定 结果 (图 6~7) 表 明 , 燕 麦 蚜 
草 蜂 和 七 星球 虫 对 蒸馏 水 处 理 、 多 酚 氧 化 酶 处 理 和 


2.0 


L5 y = 2.7644x —4.7839 
R*=0.9441 


1gU 





-3.0 直径 Diameter (cm) 


图 4 琼脂 扩散 法 标准 曲线 


Fig. 4 Standard curve by a cup-plate diffusion assay 


£T HE ZR Bl tb SAE PE AO PL D D 53 o6] BEURH EG 258 AS AE 
著 ,而 此 2 XC Be E R SE AR BE Rb SE ZE A AS MOLE Jc 
应 与 对 照相 比 差 异 显著 或 极 显著 ,表明 麦 长 管 蚜 唾 
液 中 的 果 胶 酶 能 引起 小 麦 幼苗 的 间接 防御 反应 。 


3 讨论 


本 实验 采用 2 种 液体 食料 介质 提取 了 麦 长 管 蚜 
唾液 。 在 其 糖 食 料 中 ,测定 出 果 胶 酯 酶 和 多 聚 半 乳 
糖 醛 酸 酶 .多 酚 氧 化 酶 和 纤维 素 酶 的 活性 ; TER ZE 
水 食料 中 ,只 测定 出 纤维 素 酶 的 活性 。2 种 液体 食 
料 介质 中 都 没有 上 鉴定 出 过 氧化 物 酶 的 活性 。Ma 等 
(1990) 只 以 水 作为 食料 ,并 用 同样 方法 在 麦 二 又 是 
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图 5 ES 蚜 唾 液 中 纤维 素 酶 活力 
Fig. 5 Determination of the activity of cellulase in 
Macrosiphum avenae saliva by a cup-plate diffusion assay 
A: 加 入 100 号 水 介质 提取 液 ,水 解 区 域 直径 为 0.85 cm Added 
with 100 pL redistilled water diet, the diameter of hydrolyzing area was 


0.85 cm; B: 加 入 100 uL TEBE SP Jc He BHR AMA AE 0.97 


cm Added with 100 uL sucrose solution diet, the diameter of hydrolyzing 


area was 0.97 cm. 


20 10 0 10 20 30 40 
图 6 燕麦 蚜 草 蜂 对 不 同 处 理 后 麦苗 挥发 物 的 嗅觉 反应 
Fig. 6 Olfactory responses of Aphidius avenae to volatiles of 
wheat seedlings under different treatments in Y-tube olfactometer 
A: AE 7K Ab FE fi Wheat seedlings treated with. distilled water; B: 
SRA 化 酶 处 理 麦 苗 Wheat seedlings treated with polyphenol oxidase ; 
C: PE RK b PE i Wheat seedlings treated with cellulase; D: 果 


胶 酶 处 理 麦 苗 Wheat seedlings treated with pectinase; 日 柱 代表 健康 
# W White column represents intact seedlings. * P<0.05;* * P< 


0.01; NS: 差 异 不 显著 (x? 检验 ) Not significant y^ test). 图 7 [i] The 
same for Fig.7. 
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Fig. 7 Olfactory responses of Coccinella septempunctata to 
volatiles of wheat seedlings under different treatments 


in Y-tube olfactometer 


唾液 中 鉴定 出 果 胶 酯 酶 和 多 聚 半 乳 糖 醋酸 酶 的 活 


性 ,而 结果 只 在 芒 糖 提取 液 中 检测 到 有 末 胶 酯 酶 和 多 


聚 半 乳糖 醛 酸 酶 ,在 水 介质 提取 液 中 则 没有 鉴定 出 
两 种 酶 的 活性 ,其 原因 可 能 是 : (1) 麦 长 管 蚜 和 麦 二 
叉 蚜 分 沁 的 机 理 不 同 , 易 受 寄主 不 同人 营养 的 影响 , 因 
此 在 不 同 介 质 中 分 泌 也 不 同 ; (2) 94 HR E SCRI PAL 
壁 上 的 化 学 感受 器 分 别 为 吸食 受 体 和 营养 受 体 。 前 
者 可 受 蔗糖 的 刺激 ,后 者 可 感受 扫 基 酸 等 的 刺激 。 
芒 糖 食料 能 较 好 地 模拟 得 分 子 周围 的 组 织 ,形成 己 
蚜虫 自然 取 食 相近 的 条 件 。Urbanska 等 (1998) 在 麦 
长 管 蚜 水 溶性 唾液 中 也 鉴定 出 了 多 酚 氧 化 酶 活性 ， 
但 没有 鉴定 出 过 氧化 物 酶 的 活性 ,本 实验 结果 与 其 
相同 。 关 于 人 工 食料 中 鉴定 纤维 素 酶 的 报道 很 少 ， 
Cherqui 和 Tjallingii(2000) 以 同样 的 方法 鉴定 桃 蚜 和 
麦 二 叉 蚜 唾液 中 的 纤维 素 酶 ,结果 都 没有 检测 到 。 
我 们 在 两 种 食料 中 都 检测 到 纤维 素 酶 的 活性 ,其 原 
因 可 能 是 麦 长 管 蚜 取 食 时 分 泌 机 理 与 其 他 虹 虫 不 
同 , 测 到 的 纤维 素 酶 只 是 它 的 复合 酶 形式 ,具体 它 为 
哪 一 类 型 ,还 需 进一步 鉴定 。 

蚜虫 唾液 中 酶 类 物质 与 植物 的 防御 必定 存在 着 
密切 的 联系 (Miles，1999) ,蚜虫 唾液 中 的 果 胶 酶 和 
纤维 素 酶 其 功能 可 能 包括 3 部 分 : Hc, 降解 细胞 
辟 组 织 , 使 口 针 的 穿刺 变 得 更 容易 (Miles, 1959); 其 
次 ,作为 诱导 植物 产生 间接 防御 反应 的 潜在 诱导 因 
子 , 使 植物 产生 挥发 物 以 吸引 天 融 (Ma et al., 
1998) ; 再 次 ,激活 植物 中 的 多 酚 氧 化 酶 ,使 其 充当 
防御 性 抗 营 养 重 日 (defensible anti-nutrient protein) 
(Bucheli, 2001) ,使 蚜虫 消化 不 良 或 拒食 ,从 而 使 植 
物 进行 了 自我 保护 。 本 研究 结果 证 实 果 胶 酶 在 麦 长 
管 蚜 取 食 诱 导 小 麦 植株 的 间接 防御 反应 中 具有 重要 
作用 。 由 于 果 胶 酶 是 一 种 复合 酶 ,由 果 胶 酯 酶 和 多 
聚 半 乳糖 醛 酸 酶 组 成 。 在 小 麦 植 株 的 诱导 间接 防御 
中 ,是否 2 种 酶 都 起 作用 或 只 有 其 中 1 种 酶 起 作用 
仍 需 进一步 研究 。 而 对 于 蚜虫 自身 能 够 分 泌 多 酚 氧 
化 酶 的 原因 ,一 些 人 认为 蚜虫 唾液 中 多 酚 氧 化 酶 的 
主要 功能 就 是 对 酚 类 物质 进行 解毒 ,从 而 抑制 植物 
的 防御 反应 (Leszczynski et al., 1990; Miles and 
Oertli，1993) 。 另 外 ,蚜虫 唾液 中 的 多 酚 氧 化 酶 与 植 
物 防 御 的 氧化 还 原 反应 过 程 相互 联系 ,健康 植株 中 
的 氧化 还 原 过 程 本 身 处 于 平衡 状态 ,蚜虫 唾液 中 的 
酶 能 改变 植物 中 原 有 的 平衡 并 使 之 向 有 利于 蚜虫 取 
食 的 方 回 发 展 (Miles and Oertli, 1993), 

目前 ,纤维 素 酶 和 果 胶 酶 活力 测定 所 采用 的 方 
法 主要 是 DNS 法 ,其 原理 是 利用 酶 水 解 底 物 生成 还 
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